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Inventia se refera la procedeul de obtinere a dupd care dializa se repeta in aceleasi conditii
acidului hialuronic biocompatibil de uz medical. utilizand cordoane ombilicale maruntite de 2...4

Esenta inventiei constd in obtinerea acidului 5 mm pand la obtinerea unor solutii transparente.
hialuronic din cordoanele ombilicale umane si Rezultatul constd in ameliorarea calitatii produ-
inlaturarea impuritatilor neproteice din ele pana la sului final, simplificarea procedeului de obtinere a
etapa de extragere a acidului hialuronic. Preliminar acidului hialuronic biocompatibil de uz extern si
se efectueaza inlaturarea impuritatilor neproteice parenteral.
din cordoanele ombilicale intregi prin dializd in Revendicari: 1
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DESCRIERE:

Inventia se referd la procedeul de obtinere a acidului hialuronic biocompatibil de uz medical.

Este cunoscut procedeul de obtinere a acidului hialuronic din creste de cocos, care consta in colectarea,
conservarea §i pastrarea materialului biologic, extragerea acidului hialuronic in ser fiziologic,
deproteinizarea, inlaturarea impuritatilor neproteice si cristalizarea acidului hialuronic [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in faptul ca acidul hialuronic este extras din creste de cocos
impreuna cu substantele biologice ce se contin in organ. Din aceastd cauza produsul este initial contaminat
cu substante bioactive extrase din materialul biologic (proteine, nucleotide, enzime, lipide, fosfolipide,
lipoproteine etc. cu proprietati antigenice, pirogene, fluorogene), care ulterior necesita procedee laborioase
si costisitoare de purificare a acidului hialuronic, ceea ce micsoreaza esential randamentul procedeului si
sporeste pretul produsului final.

Cel mai apropiat este procedeul de obtinere a acidului hialuronic din cordoane ombilicale umane care
constd n colectarea, conservarea si pastrarea materialului biologic, extragerea acidului hialuronic in ser
fiziologic, deproteinizarea, Inlaturarea impuritatilor neproteice si cristalizarea acidului hialuronic [2].

Dezavantajul acestui procedeu constd in faptul ca acidul hialuronic este extras din cordoane
ombilicale umane Impreuna cu substantele biologice ce se contin in organ. Din aceastd cauza produsul este
initial contaminat cu substante bioactive extrase din materialul biologic (proteine, nucleotide, enzime,
lipide, fosfolipide, lipoproteine etc. cu proprietdti antigenice, pirogene, fluorogene), care ulterior necesita
procedee laborioase si costisitoare de purificare a acidului hialuronic, ceea ce micsoreazd esential
randamentul procedeului si sporeste pretul produsului final. Un alt dezavantaj constd in faptul cd 1in
procedeul celei mai apropiate solutii produsul final prezinta acid hialuronic liofilizat. Liofilizarea este un
proces indelungat, costisitor si duce la degradarea acidului hialuronic.

Problema pe care o rezolva inventia este elaborarea unui procedeu simplu de obtinere a acidului
hialuronic biocompatibil si adecvat pentru uz extern si parenteral.

Esenta inventiei constd in colectarea, conservarea si pastrarea materialului biologic, extragerea acidului
hialuronic in ser fiziologic si purificarea lui prin cristalizare, iar suplimentar se efectueaza Inlaturarea
impuritdtilor neproteice din materialul biologic pana la etapa de extragere a acidului hialuronic prin dializa
cordoanelor ombilicale Intregi in etanol de 96% la temperatura de -15...-20 °C si apoi 1n ser fiziologic la
+4°C, cate 24 ore fiecare etapa, dupa care dializa se repetd 1in aceleasi conditii utilizand cordoane
ombilicale maruntite de 2...4 mm pana la obtinerea unor solutii transparente.

Rezultatul inventiei constd in ameliorarea calitatii produsului final, simplificarea procedeului de
obtinere a acidului hialuronic biocompatibil si adecvat pentru uz extern si parenteral.

Procedeul se efectueaza in felul urmétor.

Cordoanele ombilicale se sterg de sangele de pe suprafata, iar sangele din vasele ombilicale se scurge
minutios in mod mecanic.

Cordoanele ombilicale intregi sunt dializate mai intdi in etanol de 96% in raport masa/volum de 1:2 la
temperatura de -15...-20°C timp de 24 ore, iar apoi sunt dializate 1n ser fiziologic in raport masa/volum de
1:2 timp de 24 ore la temperatura de +4°C. Cordoanele ombilicale intregi dupa dializa in etanol de 96% si
ser fiziologic sunt maruntite in mod mecanic, iar fragmentele marunte sunt dializate mai intai in etanol de
96% in raport masa/volum de 1:2 la temperatura de -15...-20°C timp de 24 ore, iar apoi sunt dializate in
ser fiziologic in raport volumetric de 1:2 timp de 24 ore la temperatura de +4°C

Dupa 1inlaturarea substantelor strdine din cordoanele ombilicale intregi si din fragmentele maruntite
acidul hialuronic se extrage, se deproteinizeaza, se cristalizeaza si se pastreaza pana la utilizare.

Exemplu.

1 kg de cordoane ombilicale colectate de la lauzele sanatoase in intervalul de 30 min dupa eliminarea
placentei sunt separate de placenta, se sterg de sangele de pe suprafata, iar sangele din vasele ombilicale se
scurge minutios in mod mecanic.

La 1 kg de cordoane ombilicale se adaugd 2 L de etanol de 96% si se lasd la temperatura de -15...-20°C

timp de 24 ore. Peste 24 ore etanolul se scurge si se Inlocuieste cu acelasi volum de etanol proaspat si se

mai lasa 24 ore la temperatura de -15...-20°C. Procedura se mai repeta de 1...2 ori pana cand faza etanolica
ramane transparenta.

1 kg de cordoane ombilicale din procedura precedentd este amestecat cu 2 L de solutie izotonica de
clorura de natriu si amestecul se lasd timp de 24 ore la temperatura de +4°C. Procedura se repetd de doud
ori cu portii proaspete de ser fiziologic. Dupa 24 ore apa se scurge, iar la cordoanele ombilicale hidratate se
adauga 2 L de etanol de 96% si se lasd la temperatura de -15...-20°C timp de 24 ore.
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1 kg de cordoane ombilicale obtinut in procedura precedentd sunt maruntite in mod mecanic in masina de
tocat din otel inoxidabil pana la particule de 2...4 mm, iar masa maruntita este amestecatd cu 2 L de etanol
de 96% si pastrata la temperatura de -15...-20°C timp de 24 ore. Peste 24 ore etanolul este scurs si inlocuit
cu acelasi volum de etanol proaspat, iar amestecul se pastreaza la fel 24 ore, la temperatura de -15...-20°C.
Procedura este repetatd de 1...2 ori, pana cand fractia etanolicd ramane transparenta.

1 kg de masa maruntitd de cordoane ombilicale si spalatd in etanol conform procedurii precedente se
amestecd cu 2 L de ser fiziologic si se pastreaza la temperatura de 0...+4°C timp de 24 ore. Peste 24 ore
faza apoasa este atent decantata, iar masa solida este din nou amestecatd cu 2 L de ser fiziologic, lasatd in
frigider la temperatura de +4°C, timp de 24 de ore, dupd care masa solida este separatd de lichid prin
decantare. Procedura se mai repeta o data.

La masa de cordoane ombilicale maruntite si hidratate in procedura precedenta se adauga 2 L de ser
fiziologic, se amestecd in mod mecanic (se freacd pe un filtru de tifon) pentru desprinderea acidului
hialuronic de cordoanele maruntite, iar extractul lichid de acid hialuronic se separa de masa solida prin
filtrare prin cateva straturi de tifon. La masa solidd separatd se adaugd 2 L de ser fiziologic, se lasd in
frigider la temperatura de +4°C timp de 24 ore, dupa care se filtreaza repetat. Procedura se mai repetd o
data, iar portiile de extras de acid hialuronic sunt pastrate izolat.

Fiecare din cele trei portii de extras de acid hialuronic (cate 2 L) este filtratd prin cateva straturi de

tifon si la fiecare portie se adauga 500 g clorura de sodiu pana la concentratia finald de 25%, amestecandu-
se usor pand la dizolvarea sdrii. Solutiile sunt pastrate in frigider 24 ore, iar apoi centrifugate la 2500
rot./min timp de 1 ord pentru Inldturarea particulelor mari de tesut.
Pentru cristalizarea acidului hialuronic fiecare portie de 2 L de supernatant obtinut la centrifugare se
amesteca cu 6 L de etanol de 96% si se agitd mecanic usor pana la formarea unei retele de cristale de acid
hialuronic usor separabile de etanol. Cristalele de acid hialuronic se extrag cu un bastonas de sticla si se
scufunda in 0,1 L de etanol de 96%.

Cristalele de acid hialuronic obtinute in etapa precedentd sunt redizolvate in ser fiziologic in volum egal
cu volumul supernatantului si se pastreaza la 0...+4°C, timp de 24 ore. Peste 24 ore acidul hialuronic
inmuiat se amesteca atent si se supune recristalizarii prin procedeul descris mai sus. Procedura recristali-
zarii se repetd de 2-3 ori, pana cand solutia de acid hialuronic ramane transparenta (sau usor opalescenta).

Pentru deproteinizare acidul hialuronic dizolvat in 0,5 L de ser fiziologic ajustat pana la pH 6,0, se
amesteca cu 1 L de cloroform, se agita usor pana la formarea suspensiei fine, iar apoi se centrifugheaza la
8000 rot./min 30 min. Faza superioard de acid se colecteaza, iar faza de cloroform si faza intermediara de
proteine se inlaturd. Procedura se repeta cu portii proaspete de cloroform de 3-4 ori, pana cand solutia de
hialuronat de natriu rdmane transparentd. Dupa ultima procedurd de deproteinizare acidul hialuronic se
cristalizeaza prin procedura descrisa mai sus.

Acidul hialuronic obtinut astfel se pastreaza in forma de fibre in etanol de 96% in flacoane inchise
ermetic fara degradare timp de 24 luni la temperatura de 0...+4°C.

Solutia lichida de acid hialuronic de 0,1...1% obtinutd prin procedeul propus reprezintd un lichid
vascos, greu eculent, srtdveziu sau putin opalescent, fard miros, fara culoare, cu reactia slab acida (pH 6,0).
Spectrul densitatii optice a sol. AH masurat la 400...700 nm demonstreaza maxim de 520...540 nm, ceea ce
este specific pentru acidul hialuronic.

Densitatea optica a acidului hialuronic de 0,5% determinatd la 257 nm (maximul de absorbtie a
nucleotidelor) a fost egala cu 0,712 un., iar la 280 nm (maximul absorbtiei pentru proteine) - cu 0,622 un.

Concentratia proteinelor determinatd prin metoda Lowry a fost egald cu 0,2 g/L, ceea ce constituie 5%
din masa totala a substantelor dizolvate. Astfel, continutul de acid hialuronic este de 95% (m/m).

Viscozitatea relativa a sol. AH de 0,2% masurata prin metoda viscozimetriei capilare a fost egala cu 5,0.

Toxicitatea acidului hialuronic a fost determinata in conformitate cu metoda descrisa in Farmacopea XI,
vol.2 si a demonstrat lipsa toxicitatii.

Pirogenitatea acidului hialuronic a fost determinatd in conformitate cu metoda descrisd in Farmacopea
XI, vol.2 si a demonstrat lipsa pirogenitatii.

Alergogenitatea acidului hialuronic a fost determinatd in proba anafilacticad prin sensibilizarea i/m
repetatd a iepurilor de laborator la a 3, 5 si 14-a zi cu hialuronat si infuzie i/v a dozei declansatoare de acid
hialuronic peste 2 saptimani dupa administrarea ultimei doze sensibilizante. Experientele au demonstrat
lipsa alergogenitatii acidului hialuronic.

Actiunea hepatotoxica i cardiotoxicd a acidului hialuronic a fost determinatd prin studierea
concentratiei de bilirubind totalda in sdnge si a activitatii alaninaminotransferazei (ALT) si asparta-
taminotransferazei (AST) in serul sanguin si a demonstrat lipsa hepato- si cardiotoxicitatii acidului
hialuronic.
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Actiunea asupra metabolismul mineral a fost testatd prin dozarea fosforului anorganic si a calciului
ionizat in sange la iepurii tratati cu acid hialuronic §i s-a constatat ca el nu influenteaza negativ
metabolismul calciului si fosforului.

Actiunea iritantd a fost testatd prin aplicarea locald pe urechea iepurilor de laborator a solutiei de acid
hialuronic timp de 2 saptdmani si a dovedit lipsa proprietatilor local iritante.

Or, prin procedeul propus am obtinut acid hialuronic cu proprietati fizice si fizico-chimice identice cu
cele obtinute prin procedeul celei mai apropiate solutii, biocompatibil si inofensiv, care nu poseda
toxicitate, pirogenitate, alergogenitate, nu afecteaza ficatul, miocardul si metabolismul mineral si poate fi
utilizat In scopuri medicale prin aplicare externa si administrare parenterald. Procedeul este mai simplu,
mai putin costisitor si rentabil pentru producere.

(57) Revendicare:

Procedeu de obtinere a acidului hialuronic, care include colectarea, conservarea si pastrarea
cordoanelor ombilicale, extragerea acidului hialuronic in ser fiziologic si purificarea lui prin cristalizare,
caracterizat prin aceea ca pana la etapa de extragere a acidului hialuronic preliminar se efectueaza
inlaturarea impuritdtilor neproteice din cordoanele ombilicale intregi prin dializd in etanol 96% la
temperatura de -15...-20°C si apoi in ser fiziologic la +4°C, cate 24 ore fiecare etapd, dupa care dializa se
repetd in aceleasi conditii utilizand cordoane ombilicale maruntite de 2...4 mm pana la obtinerea unor
solutii transparente.
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